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Pregled kemoinformacijskih metod za napoved metabolitov 
Povzetek: 
Metabolizem je proces sočasnega in usklajenega potekanja številnih večstopenjskih 
kemijskih reakcij v organizmu. Te reakcije so kataboličnega ali anaboličnega tipa in so 
med seboj povezane v značilne metabolične poti. Glavni regulatorji omenjenih reakcij  so 
specifični encimi. Ksenobiotiki so kemijske substance zunanjega izvora, ki so prisotne v 
organizmu. Njihov metabolizem poteka s pomočjo specifičnih ksenobiotskih encimov in 
je za organizem izrednega pomena. Ena glavnih takšnih skupin encimov je družina 
citokromskih P450 monooksigenaz. Proces metabolizma zelo pomembno vpliva na 
farmakodinamske lastnosti ksenobiotikov in njihovih metabolitov, kar lahko povzroči 
neželene posledice. Za napovedi metaboličnih poti in prepoznavi nastalih produktov, so 
se razvile številne metode, ki jih delimo na teoretične in eksperimentalne. 
Eksperimentalne metode so osnovane na inštrumentalnih analitskih metodah, ena izmed 
boljših je LC-MS/MS, poznamo pa tudi druge. Služijo direktni kvantitativni in 
kvalitativni določitvi metabolitov v različnih bioloških vzorcih. Teoretične metode so 
osnovane na računalniških bazah podatkov in posebnih programskih orodjih, s katerimi 
napovedujemo potek metaboličnih procesov in identificiramo produkte. Omenjene 
metode pokrivajo različne tipe metabolizmov, večina se jih osredotoča na človeški 
metabolizem in delovanje človeških metaboličnih encimov. V tej diplomski nalogi so 
predstavljene in preizkušene prosto dostopne internetne programske opreme: 
BioTransformer, GLORY in KEGG Pathway Database. Vsaka izmed njih ima svoj način 
napovedovanja in zbiranja podatkov. 
 
Ključne besede: metabolizem, metabolične poti, metaboliti, kvantifikacija, identifikacija 
 
 
 
 
 
 
 
 
Examination of chemo-informative methods for metabolite prediction 
Abstract:  
Metabolism is the process of simultaneous chemical reactions happening in organisms 
that are of vital importance for its existence. Reactions are either catabolic or anabolic in 
their origin, together they form different metabolic pathways, regulated mainly by 
different sets of metabolic enzymes. Xenobiotic is an exogenous chemical substance that 
is present in the organism. Their metabolism is of crucial importance for all organisms. 
Regulation is made by many specific xenobiotic enzymes. Their main representatives are 
a family of cytochromes P450. During the process, many pharmacodynamic properties 
are affected, which can cause unwanted consequences. For metabolic predictions and 
quantification of the metabolites, many methods were developed. We can differentiate 
between experimental and theoretical methods. Experimental methods are based on many 
different analytical methods, one of the most used is LC-MS/MS. Their main objective is 
qualitative and quantitative determination of metabolites in different biological samples. 
The premises of the theoretical methods are different computational data bases combined 
with special programming tools, that have the capability to predict and identify metabolic 
pathways and their products. Many of them are based on human metabolism and human 
metabolic enzymes. Some of them are presented and manually tried in this work: 
BioTransformer, GLORY and KEGG Pathway Database. All of them have different 
approaches to data collection and predictions. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ADMET –Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion in Toxicity 
API – Atmospheric Pressure Ionization 
APCI – Atmospheric Pressure Chemical Ionisation 
ATP – adenozin trifosfat 
BMIT - BioTransformer Metabolite Identifcation Tool 
BMPT - BioTransformer Metabolism Prediction Tool 
CYP2D6 – encim družine citokromskih P450 monooksigenaz 
CYP450 – citokromske P450 monooksigenaze 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
CE – kapilarna elektroforeza 
ESI – ionizacija z razprševanjem v električnem polju 
ETC – Electron Transport Chain 
FADH2 – reducirana oblika flavinadenindinukleotida 
FAME 2 – program za določitev mest na molekuli, kjer bo potekal metabolizem 
GC-MS – plinska kromatografija z masno - spektrometričnim detektorjem 
HILIC - hydrophilic interaction liquid chromatography 
HPLC – tekočinska kromatografija visoke ločljivosti 
KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
LC-MS/MS – tekočinska kromatografija z dvema masno – spektrometričnima 
detektorjema 
LLE – ekstrakcija tekoče - tekoče 
MetXBioDB – biotransformacijska baza metaboličnih reakcij 
MDR1 – multidrug resistance protein 
MRM – multiple reaction monitoring 
NADH – reducirana oblika nikotinamid adenin dinukleotida 
NADPH – nikotinamid adenin dinukleotid fosfat 
NMR – jedrska magnetna resonanca 
P – porazdelitveni koeficient  
PDC - piruvatno-dehidrogenaznega kompleksa 
QQQ - tripletni kvadrupolni masni spektrometer 
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RNA – ribonukleinska kislina 
SoM – sites of metabolism (mesta na molekuli, kjer bo potekal metabolizem) 
SMILES – Simplified Molecular Input Line Entry Specification (specifikacija, za 
nedvoumen opis strukture molekule) 
SPE – ekstrakcija na trdni fazi 
TOF – Time of Flight analizator 
UHPLC - tekočinska kromatografija ultra visoke ločljivosti 
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1 Uvod 
1.1 Metabolizem 
Metabolizem je proces, ki je za življenje organizmov zelo pomemben. S tem pojmom 
poimenujemo vrsto kemijskih reakcij, ki usklajeno in sočasno potekajo v organizmih (v 
njihovih celicah) in jim tako omogočajo normalno rast in delovanje.  Vsak organizem za 
svoje preživetje nujno potrebuje energijo. Pridobi jo s pomočjo spontanih metaboličnih 
pretvorb hranilnih snovi, ki jih dobi iz okolice. Pomemben del predstavlja tudi pretvorba 
hranilnih snovi v manjše enote, ki služijo kot gradniki celic organizma; torej gradniki 
proteinov, ogljikovih hidratov, lipidov in nukleinskih kislin. Za ta proces je nujno 
potrebna energija [1]. Naslednji pomembni funkciji sta tvorba makromolekul (proteini, 
polisaharidi) iz prekurzorjev, kot so aminokisline in monosaharidi, ter sinteza bioloških 
molekul, potrebnih za posebne celične funkcije, kot so membranski lipidi, ki tvorijo 
celične stene [2]. Zadnja, vendar prav tako pomembna naloga metabolizma  je odvajanje 
metaboličnih odpadkov, ki nastajajo kot stranski produkti pri metaboličnih procesih v 
organizmih [1]. Teh substanc organizem ne more uporabiti, v določenih primerih mu celo 
škodijo, zato jih izloči. Takšne spojine so npr. voda, ogljikov dioksid, dušikove, fosfatne 
in sulfatne spojine. Pomembno je poudariti, da so različne substance lahko za nekatere 
organizme strupene oziroma neuporabne, spet za druge pa bistvenega pomena za 
preživetje [3]. 
1.1.1 Katabolizem in anabolizem 
V splošnem lahko metabolne procese razdelimo v dva sklopa, in sicer na katabolizem in 
anabolizem. Katabolizem temelji na razgradnji energetsko bogatih hranilnih snovi v 
energetsko revnejše končne produkte. Pri tem se sprošča energija v obliki adenozin 
trifosfata ali ATP, takšne reakcije potekajo spontano. Po navadi so te reakcije oksidativne 
narave. Anabolizem temelji na biosintezi kompleksnejših bioloških molekul iz različnih 
prekurzorjev, kjer pa je za potek reakcije potrebna energija. Za ta sklop so značilne 
reakcije redukcije. S prenosom energije je neposredno povezan tudi prenos elektronov, in 
sicer preko t.i. prenašalcev elektronov, torej NADH, NADPH in FADH2 (slika 1) [1, 2]. 
Primeri reakcij katabolizma so glikoliza, cikel citronske kisline in beta oksidacija 
maščobnih kislin. Primeri reakcij anabolizma pa so fiksacija ogljika v procesu 
fotosinteze, glukoneogeneza, sinteza maščobnih kislin iz acetil-CoA, ter sinteza 
aminokislin in proteinov [1]. 
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Slika 1: Razlika med katabolizmom in anabolizmom [4].   
1.1.2 Encimska regulacija metabolizma 
Serije zgoraj omenjenih redoks reakcij, ki so med seboj povezane, tvorijo tako imenovane 
metabolične poti, preplet in skupek le-teh pa z eno besedo poimenujemo metabolizem. 
Pri metaboličnih procesih tako nekatere spojine nastajajo (anabolizem) druge pa se 
istočasno porabljajo (katabolizem). Zelo pomembno je, da so reakcije metabolizma v 
homeostazi, torej da so konstantni pogoji znotraj celic stalno vzdrževani. To jim 
omogoča, da zaznajo in se aktivno odzovejo na signale iz okolja in drugih celic.  
Pomembni reakcijski regulatorji so tudi encimi, ki so za vsako reakcijo specifični. Ti torej 
pretvorbo katalizirajo in omogočajo njen hitrejši potek oziroma regulacijo.  Uspešnost 
regulacije je posledično odvisna od vrste in količine prisotnega encima, ki se lahko zaradi 
zunanjih vplivov spremeni. Poznamo notranji in zunanji način regulacije. Pri prvem, 
metabolična pot v odvisnosti od njenega notranjega okolja (koncentracije substratov) 
uravnava samo sebe s pomočjo efektorjev, ki se vežejo na alosterično mesto encima in s 
tem spremenijo njegovo aktivnost, posledično pa tudi smer reakcije. Pri drugem načinu 
pa govorimo o medsebojnem vplivu celic, ki ga imajo ena na drugo. Celica tako kot 
odgovor na prejete signale npr. hormone iz drugih celic spremeni svoj metabolizem. 
Encimi so ključni tudi za reakcije anabolnega tipa, saj te spontano ne potekajo, ker 
potrebujejo energijo. Takšne reakcije so tako sklopljene s spontanimi reakcijami 
katabolizma, kjer energija nastaja, in tako dobimo zaključen krog [1].  
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1.1.3 Osnovne metabolične poti - celično dihanje 
Lastnost metabolizma, ki jo je vredno omeniti, je, da obstajajo tako imenovane osnovne 
metabolične poti, ki so podobne v večini med seboj zelo različnih organizmov. Primer 
serije takšnih poti je celično dihanje. Celica na ta način za svoj obstoj in delovanje 
hranilne snovi iz okolja, kot so enostavni sladkorji, maščobne kisline in aminokisline 
pretvori v energijo (ATP). Proces je sestavljen iz štirih korakov, in sicer glikoliza, 
oksidativna dekarboksilacija piruvata, sledita jima še cikel citronske kisline ter 
oksidativna fosforilacija. V prvem koraku se glukoza brez prisotnosti kisika pretvori do 
piruvata oziroma laktata, hkrati pa se generira še energija. Piruvat se nato v naslednjem 
koraku oksidira do acetil-CoA in CO2 preko piruvatno-dehidrogenaznega kompleksa 
(PDC). Nastali koencim ob prisotnosti kisika vstopi v cikel citronske kisline ali t.i. 
Krebsov cikel, kjer se tekom več stopenj oksidira do CO2, ATP in nekaterih prekurzorjev 
aminokislin. V nasprotnem primeru, torej v primeru anaerobnih organizmov, bi tu sledila 
fermentacija piruvata do etanola oziroma laktata. Tekom celotnega opisanega postopka 
se tvorijo tudi različni kofaktorji, ki prenašajo elektrone, kot sta NADH in FADH2. V 
zadnji stopnji sledi še oksidacija omenjenih prenašalcev elektronov in posledično tvorba 
protonskega gradienta preko notranje celične membrane. Sintetizira se ATP, elektroni pa 
se preko elektronske transportne verige (ETC) prenesejo do končnega akceptorja 
elektronov, molekularnega kisika. Prva faza se zgodi v citosolu celic, to se nato prenese 
v mitohondrije, kjer poteka Krebsov cikel, konča pa z tvorbo ATP v notranji celični 
membrani mitohondrijev. Za eno molekulo glukoze to doprinese približno 30-32 ATP 
[5].   
Organizmi hranilne snovi zaužijejo v obliki lipidov, proteinov in ogljikovih hidratov. 
Polimerne makromolekule organizmi najprej  pretvorijo na manjše enote, ki jih celica 
nato lahko uporabi [1]. Za ta proces so nujni prebavni encimi, kot na primer proteaze, 
lipaze, amilaze in nukleaze. Prve služijo pretvorbi proteinov do aminokislin, slednje 
pretvorijo lipide do prostih maščobnih kislin in glicerola, namen amilaz je pretvorba 
kompleksnejših ogljikovih hidratov v enostavnejše sladkorje, zadnja skupina pa 
nukleinski kislini kot sta DNA in RNA pretvori v njune monomerne enote. Pri živalih in 
ljudeh se ti encimi nahajajo v prebavnem traktu, trebušni slinavki, želodcu in žlezi 
slinavki na jeziku [6]. Glicerol in glukogene aminokisline v glikolizo vstopajo v procesu 
glukoneogeneze, maščobne kisline pa ob beta oksidaciji sproščajo acetil-CoA, in se 
skupaj z ketogenimi aminokislinami vključijo v Krebsov cikel. Aminokisline celica 
uporabi tudi za sintezo proteinov in ostalih pomembnih bioloških molekul, ali pa jih 
oksidira do uree in tako pridobi energijo [1].  
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Energijo lahko določeni organizmi poleg oksidativne fosforilacije dobijo še s procesom 
fotosinteze, kjer sončno svetlobo pretvorijo v ATP, prokarionti pa lahko energijo dobijo 
celo z oksidacijo anorganskih komponent [1] 
1.2 Metabolizem ksenobiotikov 
Ksenobiotiki so kemijske substance, ki so nepričakovano prisotne v organizmu in naravno 
ne izvirajo v njem ali pa so prisotne v prekomernih količinah [7]. Pod ta pojem uvrščamo 
snovi, ki so organizmu neznane, posledično jih ta ne more uporabiti kot vir energije, v 
primeru akumulacije pa so potencialno lahko zelo nevarne [1]. To so lahko različne 
sintetične substance (snovi, ki organizmu ob zaužitju povzročijo določene fizikalne in 
psihološke spremembe [8]), strupi [1], droge, zdravila in antibiotiki, karcinogene snovi, 
prehranski aditivi in pesticidi [7].  
Metabolizem ksenobiotikov je torej kemijska modifikacija tovrstnih substanc v 
organizmih. Pretvorba poteka po metaboličnih poteh s pomočjo specifičnih ksenobiotskih 
metabolnih encimov. Ti so tekom svojega obstoja izpostavljeni zelo veliko različnim 
substancam zunanjega izvora, pred katerimi morajo biti zmožni zavarovati organizem. 
Pomembno je, da se neznanim in škodljivim snovem čim bolj prepreči dostop v 
notranjost, če pa te že preidejo v celice, pa jih je potrebno pretvoriti in odstraniti. Temu 
namenu služijo fizične bariere, kot so celične membrane in specifični set ksenobiotskih 
encimov, ki številne neznane učinkovine pretvarja in pomaga pri njihovem 
odstranjevanju. Celične membrane ne prepuščajo polarnih in posledično večino 
hidrofilnih molekul, za prenos preko njih pa se uporabljajo transportni proteini. Problem 
se tu pojavi torej pri nepolarnih in hidrofobnih substancah, ki lahko spontano prehajajo 
skozi membrano. Tako so se razvili encimi, ki so sposobni pretvoriti skoraj vsako 
nepolarno snov v njeno manj strupeno ali nestrupeno obliko in jo odstraniti iz celic [9]. 
1.2.1 Proces metabolizma ksenobiotikov 
Proces je razdeljen na tri faze, in sicer modifikacija, konjugacija in izločitev iz celice. V 
prvi fazi encimi v jetrih, kot so citokrom P450 oksidaze (CYP450), modificirajo neznano 
molekulo tako, da ji dodajo reaktivno ali polarno skupino. Pogosto je to reakcija 
hidroksilacije, torej pretvorba C-H vezi v C-OH vez. Postopek lahko poteče tudi kot 
reakcija oksidacije, redukcije, hidrolize, ciklizacije [9], epoksidacije, peroksidacije ali 
dehidrogenacije [10]. Drugi encimi, ki lahko sodelujejo pri oksidaciji, so alkoholne in 
aldehidne dehidrogenaze, monoaminske oksigenaze in peroksidaze ter flavin vsebujoče 
oksigenaze, pri redukciji poznamo NADPH-citokromsko P450 reduktazo in v primeru 
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hidrolize epoksidne hidrolaze. V tem delu običajno dobimo bolj aktivne metabolite, ki pa 
se v primeru dovolj velike polarnosti že lahko izločijo [9]. 
Sledi vgradnja sekundarnih vodotopnih metabolitov, kot so glutation, glicin in sulfat na 
mesta funkcionalnih skupin, ki so nastala v prvi fazi. S tem se metabolit pretvori v manj 
aktivno in večjo polarno molekulo, ki lahko celico zapusti le preko transportnega prenosa 
[9]. Za uspešen potek reakcije je tu nujno potrebna energija, s katero se generira ustrezen 
kofaktor, ki je v reakciji udeležen kot eden izmed substratov [11]. Katalizatorji tovrstnih 
reakcij so običajno glutationske S-transferaze, ki so sposobne pretvoriti večino nepolarnih 
molekul z vsebovanim elektrofilom ali nukleofilom. Drugi takšni jetrni encimi so še 
metiltransferaze, sulfotransferaze in N-acetiltransferaze [9].  
V zadnji fazi sledi še izločitev iz celic s pomočjo celičnih transporterjev [9], kot je 
membranski protein glikoprotein P ali drugače protein MDR1 (''multidrug resistance 
protein''). Ti so sposobni preživeti in prenesti zelo velike količine različnih substanc. 
Sistem je pravzaprav nekakšna črpalka, ki je sposobna prenosa različnega števila 
substratov in deluje v odvisnosti od prisotne ATP [12]. Človeško telo izločene snovi na 
koncu odvaja v obliki urina in fekalij [9]. 
Poznamo dve vrsti transporta, aktivnega in pasivnega. Prva vrsta opisuje gibanje substrata 
čez celično membrano proti koncentracijskem gradientu, vendar za delovanje potrebuje 
energijo (ATP) in vedno vsebuje encime. Nasprotno pa pasivni deluje tako, da se 
molekule transportirajo v smeri koncentracijskega gradienta in za prenos ne potrebujejo 
energije. Pasivni transport se naprej deli še na preprosto difuzijo in olajšano difuzijo, 
katerih razlika je le, da molekule pri slednjem čez membrano potujejo preko posebnih 
proteinskih transporterjev. Ker je njihovo število omejeno, to povzroči tekmovanje med 
substrati za prehod čez membrano, medtem ko difuzija pri prvem primeru poteka 
normalno [10]. 
Nevarnost pri metabolizmu tovrstnih substanc je ta, da se le-te vedno ne odstranijo preko 
razstrupljanja, ampak je možna tudi pretvorba v še bolj strupeno obliko t.i. bioaktivacija 
[7]. Metaboliti so takrat lahko tudi v obliki elektrofilov, prostih radikalov, tvorijo pa se 
lahko tudi reaktivni kisikovi metaboliti [11].  Metabolizem posameznega organizma 
lahko torej zelo pomembno vpliva na farmakokinetske in farmakodinamske lastnosti 
ksenobiotikov in njihovih metabolitov (slika 2), tako da jih aktivira, poveča njihovo jakost 
delovanja, ter poveča oziroma zmanjša/izniči njihovo strupenost [13]. 
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Slika 2: Vpliv metabolizma na farmakodinamske lastnosti (aktivnost, učinek toksičnosti) 
metabolitov [13]. 
  
Celoten proces v glavnem poteka v gladkem endoplazemskem retikulumu jeter, delno pa 
tudi v prebavnem traktu, pljučih, ledvicah ali koži. Pravzaprav ima vsaka celica 
organizma zmožnost določene stopnje presnove in izločitve nekaterih ksenobiotikov. 
Jetra so tako pomembna prav zaradi svoje velikosti, dovoljšne koncentracije encimov, 
potrebnih za ksenobiotski metabolizem in dejstva da je to organ, skozi katerega tovrstne 
substance primarno prehajajo [9]. 
Obstajajo tudi nekateri primeri organizmov, ki so se tekom evolucije prilagodili na 
prisotnost ksenobiotikov in jih prisotnost teh ne moti več [7]. 
Veda, ki vse te postopke in dejavnike spremlja in preučuje, se imenuje farmakologija. 
Tovrstne napovedi imajo velik pomen v farmaciji, medicini, okoljski varnosti, agrokulturi 
ipd. [9]. 
1.2.2 Metabolizem zdravil 
Vsi zgoraj navedeni procesi veljajo tudi pri metabolizmu zdravil, v nadaljevanju bi le še 
izpostavila nekaj pomembnih informacij.  
Kot pri ostalih ksenobiotikih je tudi tu zelo pomembno, da zaužita snov metabolizira in  
da se predvidi možen nastanek telesu toksičnih in škodljivih produktov. Potrebno je 
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ugotoviti tudi medsebojni vpliv različnih metabolitov ter njihov vpliv na posamezne 
encime prisotne pri celotnem procesu [9].  
Stopnja metabolizma zdravilnih učinkovin predstavlja hitrost pretvorbe aktivnih substanc 
v neaktivno obliko in posledično njihovo izločitev iz telesa. To vpliva na intenziteto in 
čas delovanja aktivne učinkovine na telo, kajti hitrejši in boljši kot je njen metabolizem, 
nižja bosta njena jakost in čas delovanja na telo. V primeru, da telo prejme še neaktivno 
zdravilno učinkovino t.i. ''pro-drug'', jo v procesu metabolizma v odvisnosti od količine 
prisotnega potrebnega encima aktivira [9]. 
Poznamo kar nekaj faktorjev, ki vplivajo na stopnjo metabolizma zdravil, ki jih lahko v 
glavnem razdelimo na kemične, od posameznika odvisne endogene faktorje in od okolja 
odvisne eksogene dejavnike. Pod prve spadajo elektrofilnost oziroma nukleofilnost 
molekule, hidrofobnost in polarnost molekule, vezava substrata s proteinom, velikost in 
sterična oviranost molekule, prisotnost esterskih vezi, ter prisotnost halogenih elementov. 
Tako elektrofilne in nukleofilne skupine vplivajo na prisotnost določenih encimov, 
organizem pa bolje metabolizira hidrofobne, manj polarne, manjše in sterično manj 
ovirane molekule, ki imajo prisotne esterske vezi, ne pa halogenih elementov. Pod 
endogene faktorje uvrščamo starost, spol, vrsto organizma, patološke dejavnike in 
genetiko. Tako je metabolizem v starejših in najmlajših osebkih po navadi najpočasnejši. 
Pod patološke faktorje bi navedla predvsem bolezni organov, kjer se izvajajo ti 
metabolični procesi. V zadnjo skupino, torej pod eksogene faktorje pa uvrščamo prehrano 
organizma, količino zdravila, ter način in časovni interval njegovega vnosa v telo [10]. 
Poleg tega lahko dodam še prisotnost potrebnih encimov in kofaktorjev za ustrezno 
reakcijo in encimsko afiniteto zdravil. [10] 
Eden glavnih encimskih sistemov, ki sodeluje pri metabolizmu zdravil, je že omenjena 
družina citokrom P450 monoksigenaz, ki imajo za kofaktor molekulo hema [14]. 
Reakcija poteka kot redukcija molekule kisika do vode in vgradnja drugega kisikovega 
atoma v substrat, elektroni pa se prenašajo preko NADPH-citokrom P450 [9]. Najdemo 
jih v vseh vrstah in oblikah organizmov. Poznanih je več kot 50 človeških CYP encimov, 
od katerih jih je devet bolj raziskanih in pomembnih za človeški ksenobiotski 
metabolizem [13]. Eden izmed njih (CYP2D6), je prikazan na sliki 3. Dejavni so 
predvsem v jetrih, kjer sodelujejo pri presnovi številnih ksenobiotikov, eden izmed njih 
je tudi zdravilna učinkovina paracetamol [9]. 
Anja Korošec - Pregled kemoinformacijskih metod za napoved metabolitov 
 
10 
 
 
Slika 3: Struktura enega od človeških proteinov družine CYP450, in sicer CYP2D6 
(2F9Q) [13, 15]. 
1.2.3 ADMET 
ADMET ali krajše ADME je kratica, ki je v farmakologiji zelo pomembna. Govori 
namreč o štirih oziroma petih različnih procesih, ki se lahko zgodijo, ko zdravilna 
učinkovina vstopi v organizem. To so absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izločitev in 
strupenost (Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion in Toxicity). Ti dejavniki 
močno vplivajo na njeno aktivnost in vplive, ki jih ima na telo [16]. 
 Pojem absorpcija predstavlja prenos takšnih substanc v krvni pretok, npr. preko sluznice 
prebavnega trakta. Razpoložljivost učinkovine v celicah znotraj telesa je neposredno 
povezana z njeno sposobnostjo prehoda  preko sluznice oz. kože,  njene stabilnosti in 
topnosti. Absorbirana komponenta nato po krvnem obtoku potuje do mišic in organov, 
kjer se porazdeli glede na velikost molekule, polarnost, možnost tvorbe kompleksa 
oziroma vezave na serumski protein ipd. Večina vstopajočih zdravilnih učinkovin se v 
telesu presnavlja v jetrih, in sicer s pomočjo metabolnih redoks encimov, kot je citokrom 
P450. Ustvarijo se nove snovi, imenovane metaboliti, ki so lahko bolj ali manj aktivne od 
prvotnih. Na ta način se zaustavi oziroma aktivira delovanje aktivne snovi na telo. Na 
koncu se vse neuporabne in moteče komponente ter njihovi metaboliti odstranijo preko 
urina, fekalij, potu in izdihanega zraka. Če je spojina, ki pride v telo, strupena in škodljiva, 
se upošteva še njena toksičnost in letalna doza [16]. 
Zdravilna komponenta lahko v telo vstopi s pomočjo nekakšnega transporterja ali 
pomožne snovi, ki služi le temu, da olajša njen prenos do željenega cilja, nato pa ji 
omogoči sprostitev v izbrano okolje. V takšnem primeru zgoraj omenjeni kratici 
pripišemo še črko L (Liberation), tako da dobimo LADMET ali LADME. Pravilna izbira 
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pomožne snovi je zelo pomembna, saj je od tega odvisno, v kakšni meri se bo le-ta ločila 
od aktivne substance oziroma koliko časa bo telo potrebovalo da jo raztopi. Tako lahko 
za isto učinkovino dobimo različno dolge časovne intervale absorpcije. Pomembno vpliva 
tudi na okolje in posledično uspešnost absorpcije [17]. 
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2 Namen dela  
Diplomska naloga je nastala z namenom predstavitve in opisa nekaterih eksperimentalnih 
in teoretičnih metod za napoved in identifikacijo metabolitov. Ti nastanejo kot posledica 
metabolizma v organizmih, po tem ko vanj vstopi njemu neznana substanca. Odkritje in 
uveljavitev teh metod sta zelo pomembna, saj lahko tako napovemo, kaj se bo v 
organizmu z določeno snovjo ob njenem vnosu zgodilo in kako bo na njene 
farmakokinetske lastnosti vplival metabolizem. Dobimo podatke o potrebnih pogojih za 
uspešen metabolizem oziroma informacijo, če je ta pretvorba sploh možna, identificiramo 
pa tudi nastale produkte, ki lahko organizmu škodujejo ali koristijo. V poglavju materiali 
in metode bom opisala eksperimentalne ter tri teoretične metode, ki služijo kot pomoč pri 
določanju in identifikaciji metaboličnih procesov, in sicer: BioTransformer, Glory in 
Kegg Pathway. Omenjene teoretične kemoinformacijske metode so prosto dostopne na 
internetu, tako da bom v poglavju rezultatov opisala še postopek in rezultate vnosa 
molekul aspirina in kofeina pri uporabi vseh treh metod. 
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3 Materiali in metode 
V tem poglavju bom predstavila in opisala nekaj eksperimentalnih in teoretičnih 
kemoinformacijskih metod za napoved različnih metabolitov. 
3.1 Teoretične metode 
3.1.1 BioTransformer 
 
BioTransformer je prosto dostopna internetna programska oprema, ki je namenjena 
računalniški ''in silico'' napovedi metabolizma manjših molekul (BMPT ali 
''BioTransformer Metabolism Prediction Tool'') in prepoznavi nastanka njihovih 
metabolitov (BMIT ali ''BioTransformer Metabolite Identifcation Tool'') [13].  
3.1.1.1 BMPT 
Programska oprema je s pomočjo posebnih napovednih modulov ali t.i. transformerjev 
sposobna napovedati več tipov metabolizma - tako v sesalcih, kot tudi okolju - in sicer 
mešani encimski metabolizem (encimski oziroma ''Enzyme Commission'' transformer), z 
encimom CYP450 kataliziran človeški metabolizem ksenobiotikov faze 1 (transformer 
prve faze), ksenobiotski metabolizem faze 2 (transformer druge faze), okoljski mikrobni 
metabolizem endogenih in eksogenih substanc (transformer okoljskega mikrobnega 
metabolizma), ter  človeški mikrobni metabolizem (transformer človeškega črevesnega 
metabolizma), ki poteka v našem črevesju (slika 4). Poznamo še dodatni človeški ''super 
transformer'', s pomočjo katerega lahko napovemo metabolizem manjših molekul v 
človeškem ''super organizmu''. Združuje več napovednih modulov, in sicer tiste za 
metabolizem v človeških tkivih in človeškem črevesju (''human and human gut 
metabolism''). Deli se na dva dela, ''allHuman'' in ''superbio'', katerih razlika je le v načinu 
njune napovedi [13]. 
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Slika 4: Prikaz petih BioTransformerskih napovednih modulov [18]. 
 
Program deluje na osnovi dveh pristopov, in sicer na osnovi znanja (knowledge-based) 
in na osnovi strojnega učenja (machine learning). Prvi je sestavljen iz biotransformacijske 
baze (MetXBioDB), ki vsebuje več kot 2000 eksperimentalno dokazanih metaboličnih 
reakcij; baze reakcij z biotransformacijskimi in prednostnimi pravili za napoved 
metabolizma, ter posebnih programov, ki za predvidevanje metaboličnih poti upoštevajo 
generične in pretvorbeno specifične algoritme. Pristop na osnovi strojnega učenja pa 
deluje na osnovi številnih algoritmov in posebnih napovednih modelov za predvidevanje 
selektivnosti molekul pri encimski katalizi s CYP450, pomaga pa tudi pri izbiri primernih 
molekul za drugo fazo ksenobiotskega metabolizma. Na kombinaciji obeh pristopov 
delujeta le dva tipa metaboličnih transformerjev, in sicer modula faze 1 in 2, preostali 
trije pa delujejo le na osnovi zgoraj omenjene knjižnice reakcij z vsebovanimi posebnimi 
pravili kemijskih pretvorb, o kateri bom več napisala v nadaljevanju [13]. 
Najprej bom opisala prvi način, torej tistega, ki deluje na osnovi znanja in baz podatkov, 
nato pa še drugega, ki temelji na strojnem ali programskem učenju. Sestavne komponente 
prvega se med seboj povezujejo in nadgrajujejo. 
Biotransformacijska baza MetXBioDB [19] je nekakšna baza metaboličnih reakcij, kjer 
dobimo informacije o pretvorbah od začetnega reaktanta do končnega reakcijskega 
produkta (enega ali večih), prav tako dobimo tudi podatke o vrsti in tipu encima, ki je 
kataliziral to reakcijo, ter podatke o tipu te reakcije. Začetni reaktanti so tu predvsem 
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različni ksenobiotiki, kot so zdravila, pesticidi in strupi. Baza reakcij združuje informacije 
številnih drugih baz podatkov, zato je bila tu zelo pomembna eksperimentalna validacija 
posameznih reakcij. V glavnem sestoji iz CYP450 kataliziranih reakcij faze 1, reakcij 
faze 2 ter reakcij človeškega mikrobnega metabolizma. Ta knjižnica podatkov je bila ena 
izmed številnih spletih in literarnih virov, s pomočjo katerih so nato ustvarili v 
nadaljevanju omenjeno bazo informacij za programsko napoved kemijskih pretvorb [13].  
Drugi del je torej sestavljen iz baze podatkov, ki vsebuje posebne opise in pravila 
kemijskih reakcij, s pomočjo katerih program napove kemijske spremembe spojin. 
Vsebuje informacije o bioloških sistemih kjer metabolizem poteka (človek, človeško 
črevo), o encimih, ki pri tem sodelujejo; prav tako nam opiše tudi metabolične poti in 
reakcije, ki takrat potekajo, ter napove razred posamezne kemikalije. Za napoved pretvorb 
manjših molekul so ključni encimi, ki niso substratno specifični. Pri tvorbi podatkovne 
knjižnice je bilo pomembno ugotoviti povezavo med encimi, metaboličnimi potmi in 
biološkimi sistemi. Določena metabolična pot namreč za potek potrebuje specifičen 
encim, njegova prisotnost pa je odvisna od vrste organizma, kjer proces poteka; tako 
lahko iz iste spojine v različnih organizmih nastanejo drugačni metaboliti. Na ta način si 
tudi močno olajšamo napovedi metabolizma, saj tako lahko pri določenih spojinah 
prepoznamo več omejitev in izključitvenih pravil. Vsako pravilo o kemijski spremembi 
ima eno ali več strukturnih omejitev, ki jih je potrebno pri napovedih metabolizma 
upoštevati. V programski opremi sta ta dva podatka (pravila in strukturne omejitve) 
kodirana ločeno, z dvema različnima programskima jezikoma, ki sta posebno prirejena 
zanje. V primeru substanc, kjer je možnost poteka več različnih reakcij je potrebno s 
pomočjo NMR ali masno spektrometrične analize ugotoviti, katera poteče v presežku 
[13]. 
Tretji in zadnji del pa je pravzaprav neke vrste program, ki s pomočjo zgoraj opisanih 
reakcijskih pravil za vsako substanco izbere najbolj verjetne metabolične poti. To počne 
po dveh načinih sklepanja; absolutnem in relativnem. Pri prvem je pomembno le, da je 
verjetnost poteka določene reakcije večja od neke vnaprej določene meje, slednji pa za 
določitev primerja verjetnosti poteka dveh medsebojno tekmovalnih, a neodvisnih 
kemijskih reakcij. Za napovedovanje metabolizma si program pomaga z prej poznanimi 
kvalitativnimi lastnostmi substanc, kot je kemijski razred in pa tudi s kvantitativnimi 
značilnostmi, kot sta masa in logaritem porazdelitvenega koeficienta (logP). Na ta način 
lahko izbere reakcije, ki imajo največjo verjetnost poteka, napove substratno specifičnost 
encimov in celo predvidi hidrofilnost oziroma hidrofobnost molekule. Za vsak tip zgoraj 
omenjenih modulov metabolizma ima program neodvisno enoto za napoved tovrstnih 
metaboličnih reakcij. Samo tako je namreč možna ločena in med seboj neodvisna uporaba 
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transformerjev, osredotočimo se lahko le na en tip metabolizma oz. biološkega sistema 
[13]. 
V nadaljevanju bom na kratko opisala še osnove strojnega učenja citokromskega P450 
metabolizma 1 faze in 2 faze. Citokromske P450 monooksigenaze so encimi, ki so 
substratno zelo nespecifični. Ustvarjen je bil poseben program CypReact, ki za manjše 
molekule napove njihovo zmožnost reakcije s katerim izmed devetih glavnih 
citokromskih encimov. Za vsakega od teh encimov uporabi posebne ločene algoritme s 
strukturnimi in fizikalno-kemijskimi lastnostmi molekul, na podlagi katerih napove 
potrebne vezave posameznih substratov in posledično tudi nastanke metabolitov ob 
reakcijah encima z določenimi molekulami. Na tak način program torej predvidi, kateri 
od encimov je za presnovo določene molekule najbolj primeren, ter tudi strukture nastalih 
metabolitov. Rezultati so pokazali, da je ta vrsta programske napovedi zelo uspešna in 
natančna [13]. 
Glavna naloga metabolizma druge faze je pretvorba nastalih metabolitov prve faze v manj 
aktivno, bolj hidrofilno obliko, da se tako iz organizma lažje odstranijo. Uspešnost 
konjugacije manj polarnih metabolitov s hidrofilnimi molekulami je odvisna od mnogih 
dejavnikov, kot sta navzočnost primernih funkcionalnih skupin na metabolitih, ter 
prisotnost ustreznih polarnih molekul. Na hidrofobnost metabolita pa med drugim 
vplivajo tudi njegova masa, oblika in vrsta funkcionalne skupine. Tako so ustvarili 
poseben programski filter, ki na podlagi strukturnih in fizikalno-kemijskih lastnosti 
molekul predvidi, ali je ta sploh primerna za metabolizem druge faze. Deluje le na osnovi 
enega napovednega modula [13]. 
3.1.1.2 BMIT 
Ena od analitičnih metod, ki se uporablja pri identifikaciji metabolitov je masna 
spektrometrija, kjer kot rezultat dobimo spektre z različnimi intenzitetami vrhov, 
razmerja m/z, kemijsko formulo spojine ter vrednost molekulske mase. Posamezne 
eksperimentalno pridobljene podatke se nato primerja z rezultati napovedi metabolizma 
in tako programsko prepozna ustrezne metabolite. Orodje je zasnovano le za napovedi 
metabolitov z opcijami ''allHuman'' ali ''superbio'', ter z okoljskim mikrobnim 
metabolizmom. Uporabnik torej ob uporabi tega modula vnese začetno spojino in željene 
lastnosti metabolita (njegova molekulska masa ali kemijska formula), program pa nato na 
vsaki stopnji metabolizma podatke medsebojno primerja in nam vrne podatke o strukturi, 
kemijski formuli in molekulski masi ustreznih metabolitov, ter tudi opiše njegovo 
metabolično pot [13]. 
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Na kratko bom opisala proces delovanja programske opreme BioTransformer. Ko v 
BioTransformer vnašamo začetne substance, je pomembno, da so to organske molekule 
brez primesi. Postopek se prične s standardizacijo, kjer se odstranijo naboji na 
funkcionalnih skupinah, ter validacijo, kjer se preverijo medatomske vezi. Uporabnik si 
izbere enega od modulov metabolizma, po katerem bo potekala njegova napoved. Temu 
bo sledila ustrezna tvorba metaboličnih poti od začetne molekule do končnih metabolitov, 
vsakemu od njih pa se pripiše vrsta njegovih strukturnih in fizikalno-kemijske lastnosti. 
S pomočjo programsko pridobljenih podatkov program nato identificira željene 
metabolite [13]. 
3.1.1.3 Evaluacija metode 
Številne raziskave so pokazale, da je možno s pomočjo te programske opreme uspešno in 
dovolj natančno predvideti metabolične poti in produkte metabolizma v človeških tkivih 
in človeškem črevesju, tako za endogene molekule, ki so naravno prisotne v telesu, kot 
tudi za ksenobiotike, ki so telesu neznani. Rezultati raziskav so bili pri tej metodi bolj 
natančni kot pri drugih dveh zelo priznanih metodah; ''Meteor Nexus'' in ''ADMET 
Predictor''.  Programska oprema je bila prav tako enako uspešna pri napovedih pretvorb 
in metabolitov okoljskega mikrobnega metabolizma kot metoda ''EAWAG Pathway 
Prediction System''. Njena prednost je ta, da izboljša večino možnih pomanjkljivosti prej 
poznanih metod, kot so specifičnost napovedi le za določene tipe metabolizma (programi 
ne vsebujejo napovedi več različnih tipov metabolizma hkrati); večina tudi ni vsebovala 
knjižnic za identifikacijo nastalih metabolitov (možna je bila le napoved metaboličnih 
poti substanc), prav tako pa celotni programi pogosto niso bili na voljo širši publiki.  
Glavne pomanjkljivosti te programske opreme pa so premajhna količina podatkov o 
kemijskih spremembah, ki bi pomembno pripomogli k razširitvi podatkovnih baz o 
metaboličnih reakcijah in biotransformacijskih prednostnih pravilih; metabolične 
napovedi BMIT in BMPT so osredotočene na ozek set začetnih molekul; prav tako pa bi 
bilo dobro, da se izboljša in razširi tudi znanje o človeškem črevesnem metabolizmu, saj 
je to za človeštvo ključnega pomena [13]. 
3.1.2 Glory 
Glory je prosto dostopno, internetno programsko orodje, s katerim lahko v človeškem 
metabolizmu napovemo možne kemijske strukture metabolitov ob prisotnosti encimov 
CYP450. Deluje tako, da kombinira podatke o predvidenih mestih metabolizma na 
molekuli (SoM) in posebna pravila metaboličnih reakcij ob prisotnosti encimske družine 
CYP450. Za določitev SoM je tu ključen program FAME 2, ki deluje po principu 
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strojnega učenja, reakcijska pravila pa so osnovana na do sedaj znani znanstveni literaturi 
[20]. 
Glory ima dva načina delovanja, in sicer ''MaxEfficiency'' in ''MaxCoverage''. Cilj prvega 
je blokada tistih mest na molekuli, kjer bi se zgoraj omenjena reakcijska pravila sicer 
lahko uveljavljala, a se zaradi predhodne uporabe verjetnostnega filtra SoM ne morejo. 
Tista mesta na molekuli torej niso predvidena kot SoM, posledično jih program inhibira 
in ne napove metabolitov, ki bi na ta način nastali. Naloga drugega pa je, da uporabi 
reakcijska pravila na vseh mestih molekule, neodvisno od verjetnosti vezav na SoM in da 
pripomore k boljšemu razvrščanju nastalih metabolitov po pomembnostnih razredih 
(slika 5). Vnaprejšnja opredelitev SoM je torej zelo pomembna, saj se na ta način lahko 
rešimo problema napovedi prevelikega števila nepravilnih metabolitov in si olajšamo 
njihovo razvrstitev po razredih [20]. 
 
Slika 5: Prikaz načina delovanja ''MaxCoverage'' in ''MaxEfficiency'' [20]. 
 
Za izdelavo prej omenjenega SoM filtra, ki zmanjša število nepravilnih napovedi; in lažje 
razvrstitve predvidenih metabolitov, je bila pomembna tvorba velike baze podatkov z 
informacijami o CYP metabolizmu. Razvijalci programa so ustvarili  posebno referenčno 
bazo z vsebovanimi podatki o začetnih substancah in njihovih metabolitih, na podlagi 
katere lahko program FAME 2 za vsako mesto na posamezni molekuli določi verjetnost, 
da je to mesto res SoM, ta vrednost pa mora presegati eksperimentalno določeno mejno 
vrednost. Večje kot je predhodno filtriranje molekul s SoM, več bo pravilnih napovedi v 
primerjavi z nepravilnimi; hkrati pa bo sama številka pravilnih napovedi nižja kot v 
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primeru brez predhodne uporabe SoM. Če na ta način blokiramo preveč mest, se lahko 
zgodi, da je za neko molekulo napoved metabolitov celo nemogoča [20]. 
Razvijalci so kreirali tudi posebno ocenjevalno lestvico, na podlagi katere se metaboliti 
posameznih molekul razvrstijo po pomembnostnih razredih. Ocena vsakega metabolita 
temelji na pogostosti tipa rekcije in verjetnosti, da ima začetna molekula mesta, kjer lahko 
poteče metabolizem. Višja kot je ta ocena, večja je verjetnost, da je napoved metabolita 
pravilna, posledično na ta način pravilne napovedi ločimo od nepravilnih. Tu je še vredno 
omeniti, da je odločitev o pravilnosti napovedi neposredno odvisna tudi od podatkovnih 
baz metabolitov [20]. 
3.1.2.1 Evaluacija metode 
Raziskave so pokazale, da je način ''MaxEfficiency'' bolj uspešen pri kvalitativni 
prepoznavi. Napove namreč več pravilnih kot nepravilnih metabolitov, vendar se zaradi 
tega zmanjša njegova zmožnost številčne napovedi pravilnih metabolitov. Prednost 
načina ''MaxCoverage'' pa je v kvantitativni prepoznavi, ima namreč ravno obratno 
sposobnost večjega števila pravilnih napovedi metabolitov. Vidimo torej, da se ta dva 
načina delovanja zaradi različne uporabe SoM med seboj izključujeta [20].  
Po primerjavi te metode z drugimi priznanimi metodami, lahko ugotovimo, da način 
''MaxEfficiency'' z predhodnim filtriranjem za večino molekul ni tako ustrezen, kot bi si 
želeli, saj ne napove dovolj velikega števila pravilnih metabolitov. Način ''MaxCoverage'' 
pa ravno v tovrstnih napovedih kaže prednost pred drugimi metodami, njegova zmožnost 
pravilnega ocenjevanja in razvrščanja posameznih metabolitov je namreč zelo dobra. 
Problem se tu pojavi pri občutno slabšem zmanjšanju števila nepravilnih napovedi, ki pa 
je pravzaprav problematično le v primerih, ko med pravilno in napačno napovedjo ne 
znamo ločiti [20]. 
3.1.3 KEGG Pathway Database 
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) je kratica, ki predstavlja skupino 
petnajstih ročno tvorjenih baz podatkov in ene, ki je tvorjena računalniško [21]. Z njeno 
pomočjo, si na podlagi genetskega materiala poskušamo razložiti in s shemami ponazoriti 
višje-nivojsko obnašanje celic, drugih organizmov in procese ekosistemov. Je nekakšna 
računalniška ponazoritev delovanja biološkega sistema, ki vsebuje večje število 
podatkovnih baz, ki se v glavnem razdelijo na štiri dele. V nadaljevanju bom ob njihovi 
navedbi zraven pripisala še nekaj pomembnejših podatkovnih baz, nato pa jih razložila. 
To so informacije o genetskem materialu (GENES), podatki o kemijskih substancah 
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(LIGAND), informacije o zdravju (DISEASE in DRUG), ter podatki o sistemih (BRITE 
in PATHWAY) [22]. Računalniško tvorjena baza podatkov je SSDB, kjer so navedene 
informacije o podobnostih aminokislinskega zaporedja tistih genov celotnega genoma, ki 
imajo sposobnost kodiranja proteinov [23]. 
GENES vsebuje informacije o genih in proteinih, ki nastanejo po sekvencah genoma, 
LIGAND združuje podatke o kemijskih substancah, reakcijah in encimih, ki so vpletene 
v številne celične procese, DISEASE vsebuje do sedaj poznane genetske in okoljske 
faktorje bolezni, DRUG pa aktivne substance v priznanih zdravilih. BRITE vsebuje 
hierarhično razporejene podatke o genih, proteinih, organizmih in kemijskih substancah, 
o PATHWAY pa bom več povedala v nadaljevanju [23, 22].  
Baza PATHWAY je osnova skupne baze KEGG. To je internetno dostopna zbirka 
podatkov, ki je sestavljena iz ročno izdelanih referenčnih shem in računalniško tvorjenih 
reakcijskih shem, ki so specifične za nek organizem [23]. Skupaj te predstavljajo naše 
znanje o metabolizmu, genetskem in okoljskem procesiranju informacij, procesih v 
celicah in drugih organizmih, ter znanje o zdravilih in človeških boleznih [24]. Vsaka 
izmed shem je zasnovana na prepletih medsebojnih reakcijskih poti in molekulskih 
interakcij, ki vodijo od začetne molekule preko številnih metabolitov do končnega 
produkta in tako tvorijo mreže. Na ta način produkte genov, ki nastanejo tekom 
reakcijskih poti povežemo z njihovimi začetnimi geni v genomu [22].  
Vsaka shema reakcijskih poti, katere podatki so pridobljeni na osnovi že prej ugotovljenih 
in potrjenih informacij, je torej rezultat ročnega dela. Tako se ustvarijo referenčne sheme 
s pripadajočimi kompleksi, s katerimi si potem lahko pomagamo pri računalniški 
napovedi novih reakcijskih shem, tako da gene, ki so prisotni v nekem genomu 
primerjamo z bazo PATHWAY in posledično določimo njegove pripadajoče celične 
funkcije in specifične reakcijske poti genoma [25]. 
3.2 Eksperimentalne metode 
V temu poglavju bom predstavila eksperimentalne analitske metode za kvantitativno in 
kvalitativno določanje metabolitov v bioloških vzorcih. Ena izmed glavnih takšnih je 
tekočinska kromatografija, ki je sklopljena z dvema masno spektrometričnima 
detektorjema (LC-MS/MS), poznamo pa še plinsko kromatografijo z masnim 
spektrometričnim detektorjem (GC-MS) in kapilarno elektroforezo (CE) [11].  
Pri razlagi metabolizma zdravil v organih kot so jetra, ledvice, pljuča in črevesje, si lahko 
pomagamo z različnimi in vitro modeli. Vsak izmed modelov ima svoje prednosti in 
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slabosti; nekateri so boljši za razlago interakcij z zunanjimi molekulami, drugi so boljši 
pri predvidevanju bioloških sprememb zdravila, spet tretji pa omogočajo boljšo 
reprezentacijo metaboličnega profila. Poznamo še modele in vivo, ki se osredotočajo na 
študije metabolizma v živih organizmih (živali, ljudje) [11]. 
Metabolite lahko kvantitativno določamo na več načinov. Poznamo torej direktno 
kvantifikacijo, kvantifikacijo na osnovi odvisnosti med količinama metabolitov in 
vstopnih molekul, ter indirektno kvantifikacijo, kjer po kemijski ali encimski hidrolizi 
preko vstopne molekule kvantificiramo ustrezen metabolit. Na izbiro načina bo vplivala 
prisotnost ustreznih avtentičnih standardov. V odvisnosti od vrste vzorca, kjer bi radi 
določili prisotnosti metabolitov, je za ustrezno analizo in izboljšanje njenih lastnosti 
(občutljivost, selektivnost) pogosto potrebno predhodno odstraniti moteče komponente, 
kot so proteini, maščobe in soli. Po navadi to počnemo z obarjanjem proteinov, 
ekstrakcijo tekoče-tekoče (LLE) in ekstrakcijo na trdno fazo (SPE) [11]. 
3.2.1 Osnovne metode tekočinske kromatografije 
Metoda LC-MS/MS je zaradi svoje visoke občutljivosti, specifičnosti in hitrosti, ena 
izmed glavnih analitičnih metod za napovedi metabolitov in študije njihovih lastnosti 
[11]. Natančnost kvantifikacije metabolitov je neposredno odvisna od uspešnosti 
separacije komponent v vzorcu, zato bom najprej bom opisala nekaj vrst tekočinske 
kromatografije. 
Za tovrstne napovedi se v glavnem uporablja metoda reverzno fazne kromatografije, kjer 
je stacionarna faza kemijsko modificiran manj polaren silikagel, tako da manjše molekule 
loči na podlagi tvorbe hidrofobnih interakcij. Na ta način začetne manj polarne molekule 
ločuje od bolj polarnih produktov metabolizma. Po navadi delamo z gradientno elucijo, 
za mobilno fazo pa se uporabljata metanojska ali etanojska kislina. Ker pa je večina 
produktov metabolizma polarnih, moramo njihovo separacijo izboljšati tako, da mobilni 
fazi dodamo reagent z nabojem. Ustvarili se bodo ionski pari, retencija in oblika vrhov 
kromatograma pa se bosta izboljšala. Še en način izboljšave retencije je uporaba 
drugačnih stacionarnih faz [11]. 
V primeru prisotnosti bolj polarnih metabolitov, se lahko uporablja tudi 
metoda  ''hydrophilic interaction liquid chromatography'' (HILIC), saj je njegova mobilna 
faza pretežno organske narave, stacionarna faza pa je polarni silikagel. Tu se torej ravno 
obratno kot prej na stacionarni fazi različno dolgo zadržujejo metaboliti, medtem ko se 
začetne manj polarne molekule odstranijo z elucijo. Produkte metabolizma lahko 
medsebojno naprej ločimo tako, da povečujemo vodni delež mobilne faze. Organski 
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mobilni fazi, ki se uporabljata, sta metanol in acetonnitril, ki med drugim služita tudi 
povečanju uspešnosti MS detekcije in tvorbi nizkega pritiska, kar se odraža v hitrejšem 
času analize [11]. 
Drugi način za določanje polarnih metabolitov je še uporaba posebnih mešanih kolon, ki 
imajo na nekaterih delih vgrajen reagent z nabojem, na drugih pa modificiran manj 
polaren silikagel. Posledično se izboljšata tako retencija polarnih kot tudi nepolarnih 
molekul. Omenim lahko še metodo, kjer imamo za stacionarno fazo močno porozen 
grafit, za mobilno fazo pa mešanico vode, acetonnitrila in metanola. Njena prednost so 
občutno boljša retencija in večja občutljivost pri nadaljnji detekciji z MS [11]. 
Pogosto pa se za identifikacijo metabolitov uporablja tudi metoda tekočinske 
kromatografije visoke ločljivosti (HPLC) z različnimi načini detekcije (masno-
spektrometrična in UV detekcija) [11]. 
3.2.2 Izboljšane metode tekočinske kromatografije 
Želja po hitrejših analiznih časih in hkrati dobri separaciji je privedla do nastanka 
posebnih metod, ki so osnovane na LC-MS/MS in HPLC. Hitrejšo analizo lahko 
dosežemo s posebno predpripravo vzorcev, krajšimi kromatografskimi kolonami, večjimi 
pretoki mobilne faze in manjšimi delci stacionarne faze [11]. 
Metoda tekočinske kromatografije ultra visoke ločljivosti (UHPLC) je osnovana na 
manjših delcih stacionarne faze. Njene prednosti se kažejo v povečani učinkovitosti, 
hitrosti analiz, ter njeni občutljivosti in resoluciji, zmanjša pa se tudi poraba mobilne faze. 
Rezultat uporabe delcev z manjšim premerom je tudi močno povišan pritisk [11]. 
Naslednja izmed tovrstnih metod je monolitska kromatografija. Tu z uporabo posebne 
monolitne kolone z visoko prepustnostjo in poroznostjo dobimo višje pretoke mobilne 
faze in posledično tudi krajše analizne čase. Ob sklopitvi tovrstne metode z MS 
detektorjem po navadi analite iz mobilne faze prej še ekstrahiramo. Pomanjkljivosti te 
metode so njena nizka temperaturna odpornost, ozko območje pH in omejene dimenzije 
in stacionarne faze kromatografskih kolon [11].  
Namesto samih poroznih delcev, pa lahko za stacionarno fazo uporabimo kombinacijo 
trdnih delcev ovitih v porozen material (''core-shell column''). Ker je tu prenos analita iz 
mobilne faze do zunanjega sloja stacionarne faze veliko hitrejši, se to kaže v izboljšani 
učinkovitosti separacije in boljših kromatografskih vrhovih. Dodatni prednosti sta tudi 
cenovna dostopnost in možno delo pri nizkem pritisku [11]. 
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3.2.3 Druge separacijske tehnike 
Do sedaj sem govorila le o tehnikah, osnovanih na tekočinski kromatografiji, možna pa 
je tudi separacija z uporabo GC-MS ali EC metod. Prva se uporablja za določevanje 
nepolarnih organskih substanc, ki so prisotne v sledovih in imajo visok parni tlak. Analiza 
bolj hidrofilnih molekul je tu precej otežena, saj jih je potrebno ekstrahirati v hlapno 
organsko topilo; pred tem pa je pogosto potrebna še derivatizacija molekule, namen katere 
je povečanje parnega tlaka nehlapnim komponentam. Po navadi so pri tovrstnih analizah 
tudi precej zahtevne predpriprave vzorcev, da postanejo primerni za analizo. Bistvene 
značilnosti kapilarne elektroforeze pa so, da ima kratke čase trajanja analiz, ter zmožnosti 
zelo visoke resolucije in učinkovitosti analize. V primerjavi z HPLC je to preprostejša in 
hitrejša metoda, porabi pa tudi manj vzorca in topila. Njena glavna pomanjkljivost je 
nizka občutljivost [11]. 
3.2.4 Masno-spektrometrične ionizacijske tehnike in masni analizatorji 
Na uspešno kvantifikacijo metabolitov s pomočjo analitske metode LC-MS pomembno 
vpliva tudi njena instrumentacija, torej način ionizacije in vrsta masnega analizatorja. 
Poznamo več različnih ionizacijskih tehnik, katerih naloga je odstranitev prisotnega topila 
iz vzorca in ionizacija analita. Med njimi nekatere lahko potekajo pri atmosferskem tlaku 
(API tehnike), spet druge pa v vakuumu. Za identifikacijo metabolitov so boljše API 
tehnike, med katerimi bi izpostavila ionizacijo z razprševanjem v električnem polju (ESI) 
in kemično ionizacijo pri atmosferskem tlaku (APCI). Najpogosteje se uporablja prva 
tehnika, saj je primerna za polarne, ionske in termično nestabilne spojine, kakršni so po 
navadi metaboliti zdravil. Druga tehnika pa je primernejša za manj polarne metabolite, 
kot so halogenirane in aromatske spojine. Za napoved metabolitov druge faze je torej bolj 
primerna prva ionizacijska tehnika, za določitev vstopnih molekul in metabolitov prve 
faze pa druga [11]. 
Naloga masnih analizatorjev je čim boljša separacija in razvrstitev prejetih ionov analita 
glede na njihovo razmerje med maso in nabojem (m/z). Delimo jih na analizatorje visokih 
in nizkih resolucij; prvi lahko z večjo gotovostjo določijo maso in posledično tudi 
elementno sestavo posameznega analita. Izbira primernega masnega analizatorja je 
odvisna vrste analize, ki jo želimo izvesti, ter tudi od sposobnosti in cenovne dostopnosti 
instrumenta. Za kvantitativno analizo majhnih molekul se zelo pogosto uporablja tripletni 
kvadrupolni masni spektrometer (QQQ), ki ima sicer možnosti več različnih načinov 
snemanja, a najbolj učinkovito deluje v specifičnem načinu MRM (''multiple reaction 
monitoring''). V tem načinu snemanja ima namreč zelo visoko občutljivost, selektivnost 
in hitrost določanja metabolitov. Deluje tako, da prvi kvadrupolni analizator odstrani vse 
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ione razen vnaprej izbranega prekurzorskega iona, ta se na posebni enoti nato fragmentira, 
glavni produktni ion, ki nastane, pa se na naslednjem kvadrupolnem analizatorju filtrira 
in naprej potuje do masnega detektorja. Drugi načini snemanja nam podajajo še 
informacije o strukturni karakterizaciji zaznanih metabolitov in podatke o njihovih 
masah. Zaradi visoke specifičnosti in občutljivosti detekcije metabolitov, se pri njihovi 
identifikaciji uporabljajo tudi številni visoko-resolucijski instrumenti, kot je na primer 
''Time of flight'' (TOF) analizator, kjer se razmerje m/z določa na podlagi časa, ki ga tisti 
delec potrebuje, da prepotuje določeno pot v nekem mediju [11]. 
Za kvalitativne in kvantitativne napovedi metabolitov so zelo uveljavljene tehnike z med 
seboj sklopljenimi masni spektrometri (MS/MS), ker ponujajo širok spekter načinov 
snemanja ionov in podajajo veliko informacij [11]. 
Tekočinska kromatorgafija lahko poleg masno - spektrometričnega detektorja, uporabi 
tudi druge načine, kot so UV, fluorescenčna in amperometrična detekcija [11]. 
Za konec bi omenila še, da na analize, izvedene z metodo LC-MS/MS, vplivajo različni 
dejavniki. Matriks analiziranega vzorca lahko spremeni odziv MS za analit, zato ga je 
potrebno predhodno odstraniti. Pomembna je tudi izbira internega standarda, ta mora biti 
namreč stabilen, čist in v primernih mejah koncentracij. Naslednji faktor je stabilnost 
metabolita, ki je odvisna od reakcijskih pogojev, kot so pH, temperatura in svetloba. 
Zadnja izmed dejavnikov je tudi možnost, da metabolit ob analizi z MS proizvede ion, ki 
je identičen začetni molekuli. Tu je zato nujno potrebna uspešna separacija takih molekul, 
ker bi v nasprotnem primeru lahko napačno ocenili prisotnost posameznih metabolitov. 
Pri analizah višjih koncentracij metabolitov pa lahko pride tudi do močnega zamika 
kromatografskih vrhov zaradi retencije analitov na kromatografski koloni ali drugih 
površinah. Problema se znebimo z uporabo pravilnih mobilnih in stacionarnih faz, ter z 
uvedbo bolj učinkovitih metod čiščenja injektorja in kolone [11].  
 
 
 
 
 
 
Anja Korošec - Pregled kemoinformacijskih metod za napoved metabolitov 
 
27 
 
4 Rezultati in razprava 
V tem poglavju bom za vse tri zgoraj opisane teoretične metode predstavila postopke 
vnosa podatkov in dobljene rezultate za izhodni spojini aspirina (acetilsalicilna kislina) 
in kofeina (1,3,7- trimetilksantin [26]). Molekuli sta prikazani na slikah 6 in 7. 
  
Slika 6: Molekula kofeina [27, 28]. Slika 7: Molekula aspirina [29, 30]. 
 
4.1 Uporaba programske opreme BioTransformer     
Zaradi velike izbire možnosti, tako za napovedi metabolizma kot za napovedi 
metabolitov, sem se odločila, da bom najprej pri molekuli kofeina z uporabo dveh 
različnih metaboličnih transformerjev napovedala njen metabolizem in primerjala 
dobljene rezultate. Sledila bo napoved metabolitov pri obeh molekulah. Metabolite 
kofeina sem s programom BioTransformer napovedala s pomočjo vmesnika z ukazno 
vrstico, za metabolite aspirina pa sem uporabila prosto dostopno internetno programsko 
opremo. 
V zahtevano okence sem vnesla kemijsko ime kofeina, skupaj z njegovo formulo 
SMILES. Nato sem si izbrala napoved metabolizma s pomočjo modula faze 1 (CYP450 
transformer) in ''super transformerja'', kjer sem izbrala opcijo ''allHuman''. Oba načina 
predvidita nastanek dveh metabolitov, pri vsakem pa sem kot rezultat dobila še podane 
različne tipe reakcij in poleg napisano ime organizma, kjer pretvorba poteka. Pri prvem 
načinu sem dobila štiri [31] različne tipe reakcij, pri drugem pa poleg teh istih štirih še 
dodatnih šest, torej skupno deset različnih tipov reakcij [32]. Biološki sistem, kjer vse te 
reakcije potekajo, je v obeh primerih človeški organizem [31, 32]. 
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V nadaljevanju bo govora tudi o pomembni kvantitativni lastnosti substanc, ki je bistvena 
pri napovedih metabolizma. Gre za vrednost logP ali drugače, vrednost logaritma 
porazdelitvenega koeficienta. Koeficient porazdelitve (P) je vrednost, ki nam opiše 
koncentracijsko porazdelitev neke spojine med dvema fazama v ravnotežni mešanici dveh 
različnih topil, ki se med seboj ne mešata. Topili se razlikujeta v polarnosti (voda in 
nepolarno topilo oktanol), posledično nam ta vrednost pove, kako hidrofilna oziroma 
hidrofobna je naša spojina. Dobimo torej informacije o razlikah v topnosti neke spojine 
med dvema topiloma; nižja kot je vrednost P, bolj je spojina polarna. Za logP torej velja, 
manjša kot je njegova vrednost, bolj je molekula polarna [33].  
Metabolite kofeina sem se odločila poiskati v metabolizmu človeških tkiv in človeškega 
črevesja. Vnesla sem kemijsko ime in formulo SMILES začetne spojine. Kot rezultat sem 
dobila preglednico, kjer so bile zbrane strukturne formule metabolitov, skupaj z njihovimi 
pripadajočimi reakcijami in encimi. Dobila sem tudi informacije o njihovih imenih, 
molekulskih formulah in masah, ter podatek, da vse reakcije potekajo v človeškem 
organizmu. Strukturne formule dobljenih metabolitov so zbrane v preglednici 1. 
 
 
               
Molekula kofeina. 
logP = -0,79 
Metabolit št. 1. 
logP = -1,03 
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Metabolit št. 2. 
logP = 0,09 
Metabolit št. 3. 
logP = -0,15 
Preglednica 1: Zbrane strukturne formule kofeina [27, 28] in njegovih metabolitov z 
uporabo programa Biotransformer v 1.0.8 [13]. Poleg so podane tudi izračunane vrednosti 
logP [34].  
Iz preglednice 1 lahko vidimo, da je metabolit št. 1 najbolj polaren. Vse predstavljene 
molekule kažejo večjo afiniteto do vodne faze, saj je najvišja vrednost logP = 0,09. Višjo 
polarnost si lahko razlagamo zaradi možnosti tvorb vodikovih vezi z molekulo vode ter 
zaradi razlik v elektronegativnosti atomov. 
Pri molekuli acetilsalicilne kisline sem se odločila poiskati in identificirati njene 
metabolite z uporabo opcije ''allHuman'' v metabolizmu človeških tkiv in človeškega 
črevesja. Vnesla sem torej kemijsko ime in formulo SMILES začetne spojine, ter 
molekulsko formulo enega vnaprej poznanega metabolita, in sicer sem si izbrala 
molekulo salicilne kisline [35]. Dobila sem rezultat osmih različnih tipov reakcij s 
pripadajočimi strukturnimi formulami metabolitov in podatek, da vse reakcije potekajo v 
človeškem organizmu. Za vsak metabolit so bili poleg napisani tudi njegovi glavni 
faktorji identifikacije kot so ime, molekulska formula in masa spojine. Eden izmed teh 
produktov (v preglednici zadnja struktura) je bila tudi salicilna kislina. Dobljene 
strukturne formule so predstavljene v preglednici 2. 
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Molekula aspirina. 
logP = 1,06 
Matebolit št. 1. 
logP = 1,43 
Metabolit št. 2. 
logP = 0,44 
 
 
  
 
Metabolit št. 3. 
logP = 0,21 
Metabolit št. 4. 
logP = 0,78 
Metabolit št. 5. 
logP = -0,02 
 
 
 
    
 
 
Metabolit št. 6. 
logP = -0,59 
Metabolit št. 7. 
logP = -0,17 
Metabolit št. 8. 
logP = 1,93 
Preglednica 2: Zbrane strukturne formule acetilsalicilne kisline [29, 30] in njenih 
metabolitov z uporabo opcije ''allHuman'' v metabolizmu človeških tkiv in človeškega 
črevesja [36]. Podane so tudi izračunane vrednosti logP [34]. 
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V preglednici 2 lahko vidimo najnižjo vrednost logP pri metabolitu št. 6. Njeno polarnost 
lahko razložimo z velikim številom OH skupin. Če vse vrednosti primerjamo s prejšnjimi 
vrednostmi od kofeina, vidimo, da so na splošno tu številke občutno višje, to lahko 
pripišemo prisotnosti nepolarnega benzenovega obroča. Pri metabolitu št. 7, ki nima 
prisotnega aromatskega obroča, je vrednost precej nižja. 
4.2 Uporaba programskega orodja Glory     
Za napoved kemijskih struktur metabolitov ob prisotnosti encima CYP450 sem tu imela 
možnost izbire uporabe enega ali drugega modela. Da kar najbolje predstavim 
programsko orodje, sem se odločila, da bom za vsako od začetnih molekul uporabila oba 
modela in tako nastale metabolite medsebojno primerjala.  
V zahtevano okence sem najprej vstavila SMILES formulo spojin ter si izbrala model 
napovedi. Pri molekuli kofeina je model ''MaxCoverage'' vrnil rezultat petnajstih [27] 
možnih metabolitov, pri uporabi modela ''MaxEfficiency'' pa le trinajst [28].   
Nekaj glavnih metabolitov kofeina je prikazanih v preglednici 3. 
 
   
Molekula kofeina. 
logP = -0,79 
Metabolit št. 1. 
logP = -1,03 
Metabolit št. 2. 
logP = -1,16 
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Metabolit št. 3. 
logP = -1,13 
Metabolit št. 4. 
logP = -1,16 
Metabolit št. 5. 
logP = -4,27 
Preglednica 3: Zbrane strukturne formule molekule kofeina in njenih glavnih 
metabolitov, skupaj z njihovo oceno, razvrstitvijo [27, 28] in izračunano vrednostjo logP 
[34]. 
V preglednici 3 so vse vrednosti negativne, kar kaže na polarnost molekul. Sklepala bi, 
da razlog ponovno tiči v možnosti tvorb vodikovih vezi z molekulo vode ter razliki v 
elektronegativnosti atomov. Ta se še dodatno poveča pri metabolitu št. 3. in 5. Opazimo 
lahko, da imata metabolita št. 2 in št. 4 enako vrednost (razlika le v mestu vezave OH 
skupine). 
Pri vnosu molekule aspirina, pa sem s prvim modelom dobila sedem [29], pri drugem pa 
le šest [30] različnih možnih metabolitov. Nekaj glavnih metabolitov aspirina je 
prikazanih v preglednici 4. 
 
   
Molekula aspirina. 
logP = 1,06 
Metabolit št. 1. 
logP = 0,78 
Metabolit št. 2. 
logP = 0,21 
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Metabolit št. 3. 
logP = -1,22 
Metabolit št. 4. 
logP = 0,78 
Metabolit št. 5. 
logP = 1,02 
Preglednica 4: Zbrane strukturne formule acetilsalicilne kisline in njenih glavnih 
metabolitov, skupaj z njihovo oceno, razvrstitvijo [29, 30] in izračunano vrednostjo logP 
[34]. 
V preglednici 4 so vrednosti ponovno bolj pozitivne, zaradi prisotnosti nepolarnega 
aromatskega obroča. Najnižja vrednost je pri metabolitu št. 3. Vidimo lahko enakost v 
vrednostih pri metabolitih št. 1. in 4., tu gre ponovno samo za premestitev OH skupine.  
Postopek izbire glavnih in bolj verjetnih metabolitov je pri vsakem od načinov drugačen. 
Pri načinu ''MaxCoverage'' se metabolite napoveduje na podlagi njihove ocene in 
uvrstitve v ocenjevalno lestvico, pri načinu ''MaxEfficiency'' pa na podlagi predhodno 
določenih SoM. Opazila sem, da je pri obeh molekulah drugi način napovedal manjše 
število metabolitov in s tem potrdila do sedaj že poznano dejstvo, da ta način deluje na 
osnovi zmanjšanja napačnih napovedi. Bistvo drugega načina pa je prikaz čim večjega 
števila pravilnih metabolitov, neodvisno od verjetnosti SoM. Podatki o oceni in uvrstitvi 
so navedeni pri vsakem metabolitu posebej. Pri molekuli kofeina je program napovedal 
kar tri zelo verjetne produkte (najvišja ocena – rank 1), pri molekuli acetilsalicilne kisline 
pa samo enega. 
Pri obeh molekulah sem na strukturnih modelih videla tudi vse možne SoM, ki jih 
predvidi FAME 2. Označena so bila tudi mesta na molekuli, kjer je verjetnost poteka 
metabolizma največja. 
Če med seboj primerjamo napovedane metabolite pri metodah BioTransformer in 
GLORY, lahko vidimo, da je pri molekuli kofeina le ena napoved ista, pri molekuli 
acetilsalicilne kisline pa dve. Iz tega lahko sklepamo, da ima vsaka programska oprema 
svoj princip določanja in napovedovanja metabolitov. 
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4.3 Uporaba podatkovne baze Kegg Pathway 
V zahtevano okence sem vnesla angleško ime spojine in kot rezultat dobila shemo 
prepletenih metaboličnih poti, ki vodijo vse od začetne spojine kofeina do končnega 
metabolita najdenega v človeškem urinu [37]. 
 
Slika 8: Reakcijska shema metabolizma kofeina [38]. 
 
Metabolične poti za molekulo aspirina v tej bazi podatkov ni. 
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5 Zaključek  
Človek se tako kot drugi organizmi tekom svojega življenja zelo pogosto (tudi nevede) 
srečuje z neznanimi substancami, ki jim lahko z eno besedo rečemo ksenobiotiki. Ti v 
stik z nami pridejo v več različnih oblikah, pri ljudeh so to lahko jutranja skodelica kave; 
zdravilo, ki ga vzamemo proti prehladu, ali pa tudi kaj bolj nevarnega in škodljivega. Zato 
je torej pomembno, da smo na vnos tovrstnih substanc pripravljeni, da jih ustrezno 
prepoznamo in pretvorimo v primerno obliko za njihovo varno izločitev. Zaradi 
pomembnega vpliva metabolizma na farmakokintske lastnosti tovrstnih substanc, je 
dobro, da se pri posameznih organizmih že vnaprej pozna njihove metabolične procese in 
identificira metabolite, ki bodo nastali ob vnosu nekega ksenobiotika. V ta namen so bile 
razvite številne različne kemoinformacijske metode, ki se v glavnem delijo na teoretične 
in eksperimentalne. Njihova glavna naloga je napoved metaboličnih poti in identifikacija 
nastalih metabolitov. Pokrivajo zelo različne tipe metabolizmov, večina pa jih je 
osnovana na človeškem metabolizmu in delovanju človeških metaboličnih encimov. 
Teoretične metode so osnovane na računalniških bazah podatkov in posebnih 
programskih orodjih, ki so sposobni tovrstnih napovedi. Eksperimentalne analitske 
metode pa služijo direktni kvantitativni in kvalitativni določitvi metabolitov v bioloških 
vzorcih. Nekatere izmed teh sem v diplomski nalogi tudi predstavila in opisala, nato pa 
še preizkusila delovanje prosto dostopnih internetnih programskih oprem na molekulah 
aspirina in kofeina. Njihova uporaba je bila preprosta in hitra, napovedi pa zelo 
informativne. Tekom pisanja diplomske naloge sem spoznala, da so raziskave na tem 
področju ključnega pomena, saj vedno znova nastajajo nove metode za tovrstne napovedi, 
starejše pa se konstantno dopolnjujejo in izboljšujejo.  
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